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1 Úvod  
 α–L–Rhamnosidasa je velice významným enzymem nacházejícím uplatnění 
v široké škále oborů – chemických, potravinářských a farmakologických. Přirozeným 
zdrojem α–L–rhamnosidasy jsou plísně, kvasinky a bakterie. V této práci byla použita 
rekombinatní rhamnosidasa z organismu Aspergilus terreus exprimovaná v Pichia 
pastoris. Tato forma je unikátní svou stabilitou v relativně širokém rozmezí pH (4–9) 
a značnou termofilitou (teplotní optimum se pohybuje kolem 65°C). 
 Cílem této práce bylo testovat substrátovou specifitu rekombinantní                               
α–L–rhamnosidasy a shrnout o ní dosud známé informace. 
 Jako substráty byly použity hesperidin, naringin a rutin patřící do skupiny 
flavonoidů. Flavonoidy jsou látky, které mají pro člověka značný význam. Nejen proto, že 
jich denně zkonzumuje v průměru až 100 mg, ale i díky jejich schopnosti účinkovat 
protizánětlivě, protialergicky, protinádorově atd. 
 
2 Cíl práce 
 Vypracovat rešerši o vybraných flavonoidech (hesperidin, naringin a rutin)                  
a o α–L–rhamnosidase.  
 Experimentálně zjistit substrátovou specifitu rekombinantní α–L–rhamnosidasy 
k hesperidinu, naringinu a rutinu při různých reakčních podmínkách 
(tj. koncentrace substrátů a pH). 
 
3 Teoretická část 
3.1 α–L–Rhamnosidasa 
 α–L–Rhamnosidasa je hydrolasa odštěpující α–L–rhamnosu z α–L–rhamnosidů. Její 
systematický název je α–L–rhamnosid–rhamnohydrolasa, EC 3.2.1.40, v zařazení v CAZy 
patří do rodiny GH 106 patřící pod rodinu 78.
1
 Hlavním zdrojem α–L–rhamnosidas jsou 






 Použití α–L–rhamnosidasy je široké – od využití ve farmacii přes chemický 












Obr. 3.1| Chemická struktura quercitrinu   
  V potravinářství se používá ke zvýšení kvality nápojů (snížení hořkosti, uvolnění 
aromatických a bioaktivních látek). Naringin a limonin jsou hlavní složkou nápojů 
způsobující hořkost.
3,4
 Jejich derhamnosylované produkty jsou o více než jednu třetinu 
méně hořké.
5
 Derhamnosylace a následná deglykosylace je metoda využívaná 
i ve vinařství – ke zvýraznění aroma. 6–O–α–L–Arabinofuranosyl–β–D–glukopyranosid,  
6–O–α–L–rhamnopyranosyl–β–D–glukopyranosid a 6–O–β–D–apiofuranosyl–β–D–gluko–
pyranosid jsou některé z disacharidů vázaných na látky jako terpenoly, terpendioly,             
2–phenylethanol, benzylalkohol a další, které jsou obsažené ve víně. Uvolněním těchto 
látek za pomoci α–L–rhamnosidasy, α–L–arabinofuranosidasy, β–D–apiosidasy a následně 
β–D–glukosidasy získávají vinaři aroma a chuť vína. Je možné také využít rekombinantní 
kvasinky produkující enzymy při vinifikaci (proces výroby vína).
6
 Dále by pak                  
α–L–rhamnosidasa mohla být využita při výrobě potravinářských aditiv (např. sladidel).
7
 
 Tento enzym je rovněž důležitý při výrobě léčiv, jelikož absorpce glykosidů, a tudíž 
účinek v těle, je nižší než v případě jejich aglykonů. Tohoto poznatku by mohlo být 
využito ke zvýšení účinnosti látek jako desglukoruscin, desglukodesrhamnoruscin, 




 V chemickém průmyslu je stěžejní role α–L–rhamnosidasy ve výrobě                         
L–rhamnosy.
12
   
 
3.1.2 Substrátová specifita 
 Substrátová specifita byla testována hlavně u flavonoidů jako např. rutin, 
hesperidin, naringin (viz obr. 3.5 na str. 12, obr. 3.7 na str. 15, obr. 3.8 na str. 17), 
quercitrin (obr. 3.1) a to hlavně kvůli jejich širokému uplatnění ve farmacii 
a potravinářství. Tyto flavonoidy mají odlišné aglykony a také různý typ vazby mezi 
glykosidem a α–L–rhamnosou popř. mezi aglykonem a α–L–rhamnosou u quercitrinu. 
U rutinu a hesperidinu je to  α–1,6 vazba, zatímco u naringinu je to α–1,2 vazba. Mezi 
rutinem a hesperidinem je ještě rozdíl ve vazbě rutinosy na aglykon, rutin má rutinosu 
navázanou přes C3, hesperidin přes C7. 
      
 




 Velmi rozsáhle byla substrátová specifita zkoumána na různých kmenech plísní  ve 
studii Monti a kol. (viz tab. 3.1) a to za nebo bez přidání tetrahydrofuranu kvůli zvýšení 
rozpustnosti substrátů. Z této studie vychází jako nejlepší substrát rutin. Naringin 









rutin hesperidin naringin quercitrin 
Aspergillus aculeatus CCF 108 L-Rhamnosa x x x 
  Rutin x x x 
  Hesperidin x x x 
  Naringin x x x 
Aspergillus aculeatus CCF 3134 L-Rhamnosa x x x 
  Rutin x x x 
  Hesperidin x x x 
Aspergillus aculeatus CCF 3138 L-Rhamnosa x x x 
  Hesperidin x x x 
Aspergillus niger CCIM K2 L-Rhamnosa x x x - 
  Rutin x x x - 
  Naringin x x x - 
Aspergillus terreus CCF 3059 L-Rhamnosa x   - 
  Rutin x   - 
  Hesperidin x   - 
  Naringin x   - 
Emericella nidulans CCF 2912 L-Rhamnosa  -  - 
  Hesperidin x x x - 
  Naringin x - x - 
Fusarium nidulans CCF 906 Rutin x   - 
  Naringin    - 
Mortierella alpina CCF 2514 Rutin x - - 
Mucor circinelloides grisco-cyanus CCIM Rutin - x x - 
Penicillium oxalicum CCF 2430 L-Rhamnosa - -  
Talaromyces flavus CCF 2686 L-Rhamnosa x - - 
  Naringin  -  
 
     Hydrolýza substrátu nebyla pozorována (-), hydrolýza substrátu pozorována v přítomnosti 
i nepřítomnosti 20% THF (x), hydrolýza byla pozorována jen v nepřítomnosti 20% THF ( 
 
3.1.3 Příprava a vlastnosti rekombinantní α–L–rhamnosidasy 
 Pro přípravu α–L–rhamnosidasy byl využit organismus Arspergillus terreus CCF 
3059, který přirozeně produkuje termostabilní α–L–rhamnosidasu se stabilitou v širokém 
rozmezí pH. P o kultivaci byla z mycelia izolována RNA a z ní následně mRNA, která byla 
použita jako vzor pro reverzní transkripci do cDNA. Následně byla cDNA namnožena 
pomocí PCR. Namnožená sekvence cDNA byla vnesena do expresního vektoru pPICZα A, 





 Použitá α–L–rhamnosidasa z Aspergillus terreus vykazuje velkou stabilitu 
v širokém rozmezí pH a je termofilní. Její teplotní optimum je 70 °C (obr. 3.2) a pH 












Flavonoidy jsou biologicky významnou skupinou látek patřící do rodiny 
polyfenolů. Jako sekundární metabolity jsou obsaženy v každé vyšší rostlině,
15
 a tudíž 
i v běžné stravě člověka (např. v citrusech, borůvkách, cibuli, čokoládě, víně, apod.). 
Historie zkoumání flavonoidů je velice dlouhá. Už ve 30. letech 19. století byla 
izolována tříslovina obsahující mnoho polyfenolických látek.
16







































1936, Albert Szent Györgyi popsal tzv. vitamin P (tento termín se dnes již nepoužívá) 
a objevil souvislost mezi příjmem tohoto vitaminu a zlepšením stavu kapilár.
17
 Od té doby 
již bylo izolováno a popsáno více než 4000 flavonoidů.
18
 Bylo zjištěno, že flavonoidy mají 
kromě prospěšných účinků na stav kapilár další užitečné vlastnosti vzhledem ke zdraví 
člověka. Jsou schopné regulovat aktivitu enzymů a ovlivnit buněčné systémy a těmito 
cestami působit protizánětlivě, antihepatotoxicky, protialergicky, antiosteoropoticky, 
a dokonce vykazují i protinádorovou aktivitu.
15
 Za většinu těchto účinků jsou zodpovědné 
jejich antioxidační a chelatační vlastnosti.
19 
 
3.2.1 Chemická struktura flavonoidů 
Flavonoidy jsou deriváty benzopyranu. Základní struktura flavonoidů je zobrazena 
na obr. 3.4. Flavonoidy jsou rozděleny do skupin dle jejich saturace a chemické povahy 
substituentů
15
. Nejčastějšími substituenty jsou hydroxylové skupiny, methoxy skupiny, 




















Obr. 3.4| Základní struktura flavonoidů 
 
3.2.2 Příjem a metabolismus flavonoidů 
Jak již bylo zmíněno, flavonoidy jsou obsaženy v běžné stravě člověka. Průměrný 
příjem flavonolů a flavonů je 23 mg denně. Celkový příjem je odhadován na několik set 
miligramů denně. Bylo zjištěno, že největším zdrojem v potravě je čaj (48%), následovaný 
cibulí (29%) a jablky (7%).
18
  
Metabolismus flavonoidů je dodnes málo prozkoumán. Je známo, že absorpce 
probíhá přes stěnu střeva, a to u glykosidů buď po hydrolýze mikrobiálními enzymy, nebo 







3.3 Hesperidin  
 
3.3.1 Struktura a vlastnosti  
Hesperidin se skládá z aglykonu (hesperetin) a disacharidu (rutinosa) (obr. 3.5). 
Rutinosa je disacharid rhamnosy a glukosy vázaných α–1,6 vazbou. Čistý hesperidin se 
nalézá ve formě žlutých jehliček. Je rozpustný v alkalických roztocích, málo rozpustný 




















Obr. 3.5| Chemická struktura hesperidinu 
 
3.3.2 Toxicita 
 Hesperidin a obecně všechny citrusové flavonoidy jsou bezpečné a ani během 
těhotenství nemají žádné vedlejší účinky. Bylo také prokázáno, že podání fosforylovaného 
hesperidinu (metabolit) nezpůsobuje žádné toxické odezvy ani alergické reakce, a že se 
tato forma v těle nekumuluje.
21 
 
3.3.3 Dostupnost – porovnání hesperidinu a hesperetinu 
 To, jak se hesperidin absorbuje a metabolizuje, je dodnes předmětem rozsáhlých 
výzkumů. Z mnohých studií však vyplývá, že hesperidin je absorbován hlavně ve střevě 
poté, co je hydrolyzován enzymy z mikroflóry střeva. Naopak hesperetin je absorbován  





. S nízkou absorpcí souvisí i nízká dostupnost hesperidinu. Tento problém byl 
vyřešen enzymovou modifikací hesperidinu na jeho derhamnosylovaný aglykon –
 hesperetin–7–glukosid. Aglykon hesperidinu se absorbuje lépe než hesperidin, a tudíž je 
jeho biologická využitelnost vyšší.
23,24
 Tento jev má prozatím dvě možná vysvětlení – buď 
se glykosid hesperetinu hydrolyzuje phlorisinovou laktasou a úplný aglykon poté difunduje 
skrz epitel, nebo je aktivně transportován do enterocytů sacharidovým transportérem a poté 
13 
 
je deglykosylován v buňkách střeva.
23
 Při zkoumání fekální flóry dobrovolníků byly 
izolovány a identifikovány tři kmeny anaerobních bakterií – Bacteriodes distasonis, 
B. uniformis a B. ovatus, které produkovaly β–glukosidasy. Některé kmeny B. distasonis 








 Hesperidin je podáván pacientům trpícím křehkostí či zvýšenou propustností cév. 
Zvýšená propustnost cév je pozorována u nemocných s chronickou žilní nedostatečností, 
kurdějemi, různými vředy, diabetem melitus atd. V mnoha studiích bylo potvrzeno, že 
hesperidin snižuje propustnost cév.
26
 
 Dalším pozitivním účinkem hesperidinu je schopnost snížit hladinu celkového 
cholesterolu, LDL (low density lipoprotein) cholesterolu, lipidů a triacylglyceridů 
a inhibovat HMG–CoA (3–hydroxy–3–methyl–glutaryl–koenzym A reduktasa) a ACAT 
(acylkoenzym A–cholesterol acyltransferasa).
27
 Také bylo prokázáno, že inhibuje aktivitu 
lipasy z prasečí slinivky.
28
 
  Je dobře známo, že hesperidin má vliv na různé enzymy – cyklooxygenasu
29
, 
angiotensin I konvertující enzym
30 
aj. Jejich prostřednictvím ovlivňuje krevní systém 
14 
 
a dokáže snižovat krevní tlak (antihypertenzní účinky). Byly prokázány i protizánětlivé 
a analgetické účinky hesperidinem.
31
 Hesperidin v kombinaci s diosminem chrání před 
zánětlivými procesy jak in vivo, tak in vitro. Mechanismem je zřejmě inhibice syntézy 
eikosanoidů hesperidinu a jeho schopnost vychytávat reaktivní kyslíkové radikály.
32
 Emim 
následně objevil, že po podání velké dávky se potkanům dokonce zmenšil záměrně 
vyvolaný edém.
33
 Studiem protizánětlivých účinků se zabýval i Crespo, který na TNBS 
(trinitrobenzensulfonová kyselina) modelu v potkanech ukázal, že podávání hesperidinu 
snižuje poškození tkáně. Navíc po orálním podání zmenšuje nekrotické oblasti. 
V biochemickém měřítku to znamená, že hesperidin byl schopen snížit aktivitu 
myeloperoxidasy. Myeloperoxidasa je považována za marker proniknutí neutrofilních 
granulocytů do poškozené tkáně.
34
 
 Hesperidin a jeho deriváty  přímo inhibují hyaluronidasu a potenciují inhibiční 
aktivitu kyseliny askorbové (vitamin C).
35,36
 Hyaluronidasa je enzym, který hydrolyzuje 
polysacharid kyseliny hyaluronové, a tím zvětšuje propustnost tkáně. Hyaluronidasu 
produkují také mnohé kmeny bakterií za účelem snadnějšího průniku do tkání organismu.
37
 
Hesperidin sám nebo v kombinaci s diosminem je také účinným antikarcinogenem. 
Tato jeho vlastnost byla prokázána v mnoha studiích proti různě indukovaným 
karcinogenesím.
38,39,40
 Bylo také zjištěno, že hesperetin má antimutagenní aktivitu vůči 
známému karcinogenu aflatoxinu B1 produkovaného bakterií Salmonella typhirium 
v přítomnosti savčího metabolického aktivačního systému.
41
 
Další důležitou oblastí, ve které byly hesperidin a hesperetin zkoumány na základě 
jejich antioxidační aktivity, je ochrana před UV zářením. Po pokusech in vitro a in vivo 
v experimentálních systémech byla provedena studie i na lidských dobrovolnících, která 






Naringin je hlavní glykosidový flavanon obsažený v grepech a je příčinou jejich 
hořkosti. Má podobnou strukturu jako hesperidin. Rovněž je tvořen disacharidem 
rhamnosy a glukosy (ale spojených vazbou α–1,2) a jeho aglykonem naringininem 



















Obr. 3.7| Chemická struktura naringinu 
 
3.4.2 Toxicita 
 Jak již bylo poznamenáno u hesperidinu, citrusové flavonoidy jsou obecně 
netoxické. 
 
3.4.3 Dostupnost – naringin versus jeho aglykony  
 Z výsledků výzkumu metabolismu naringinu a jeho aglykonů v potkanech můžeme 
soudit, že se naringin absorbuje hůře (se zpožděním) oproti aglykonům a je zřejmě 
absorbován až ve slepém nebo tlustém střevě, přičemž absorpce probíhá až po hydrolýze 
naringinu. Zatímco derhamnosylovaný (prunin) a úplný (naringinin) aglykon jsou 





Naringin  je významný supresor produkce TNF–α (tumor nekrosový faktor) a oxidu 
dusnatého v makrofázích indukovaných bakteriálním lipopolysacharidem. TNF–α a oxid 
dusnatý jsou látky vyvolávající zánět a v akutních případech i endotoxický šok. Naringin 
potlačuje jejich produkci, a tím brání vzniku šoku.
46
 
 Bylo také prokázáno, že tento flavonoid oslabuje H2O2 indukovanou cytotoxicitu, 
potlačuje kondenzaci chromatinu a chrání před poškozením DNA.
47
 Jiná studie uvedla 
i oslabení cytosin–arabinosou indukovanou cytotoxicitu, a to inhibicí produkce reaktivních 
kyslíkových radikálů a mírným zvýšením aktivity antioxidačních enzymů naringinem
48
. 
Dalším příkladem antioxidačních vlastností naringinu je ochrana ledvin před 
glycerolem indukovaným selháním. Léčba naringinem před podáním glycerolu výrazně 
snížila poškození funkcí ledvin, vznik TBARS (radikály thiobarbiturové kyseliny) a také 
zvýšila aktivitu enzymů glutathion reduktasy, superoxid dismutasy a katalasy.
49 
Stejné 





Naringin je také jedním z flavonoidů, které snižují propustnost membrány 
pro draselné ionty, která je způsobena volnými radikály kyslíku
51
. 
Naringin také zvyšuje aktivitu ADH (alkoholdehydrogenasa) a ALDH 
(aldehyddehydrogenasa), čímž pomáhá metabolizovat alkohol. Dále zvyšuje hladinu HDL 
cholesterolu v plasmě a snižuje tak pravděpodobnost vzniku aterosklerosy.
52
 V dalším 
experimentu bylo poté zjištěno, že naringin inhibuje HMG–CoA reduktasu a ACAT.
53
 
Benzo(a)pyren je karcinogen, který se vyskytuje všude kolem nás. Slouží také jako 
prototyp při výzkumu karcinogenů. Jedním ze zásadních kroků aktivace benzo(a)pyrenu je 
jeho mikrosomální epoxidace cytochromem P450. Enzymy cytochromu P450 1A2 
katalyzují reakce mnoha látek v těle (zejména cizorodých). Naringin snižuje hladinu 
cytochromu P450 1A2, a tím snižuje aktivitu benzo(a)pyren hydroxylasy.
54
 
V další studii byl prokázán antikarcinogenní efekt naringinu na potkanech. Tento 
experiment potvrdil, že citrusové flavonoidy jsou inhibitory růstu prsních 
rakovinotvorných buněk.
55
    
 Naringin vykazuje i výjimečnou aktivitu proti mutagenezi v Salmonella 
typhimurium (kmen TA100 NR) indukované N–methyl–N'–nitro–N–nitrosoguanidinem
56
. 
Tento induktor byl použit i při studiu vlivu naringinu na karcinogenezi v žaludku. Naringin 
zmenšil velikost tumoru v potkanech, a dokonce zvýšil jejich tělesnou váhu.
57
 
 Naringin inhibuje oxidaci dihydropyridinů (blokátory vápníkových kanálů). Tato 
oxidace je katalyzována pomocí cytochromu P. Cytochrom P450 3A4 je také důležitým 





 Rutin je citrusový flavonoid patřící mezi flavonoly. Je tvořen disacharidem 
rutinosou (glukosa spojená s rhamnosou α–1,6 vazbou) a aglykonem quercetinem 




















Obr. 3.8| Chemická struktura rutinu 
 
3.5.2 Toxicita 
 Přestože quercetin vykazuje silné antioxidační účinky, ve vysokých koncentracích 
může produkovat reaktivní formy kyslíku.
59
 Bylo prokázáno, že úplný aglykon rutinu 




3.5.3 Dostupnost – porovnání rutinu a jeho aglykonů 
 Quercetin a jeho sacharidové deriváty jsou již mnoho let zkoumány z hlediska 
jejich absorpce a metabolismu. I přes dlouholeté úsilí není dodnes popsán přesný 
mechanismus těchto dějů.  
 Při výzkumu absorpce quercetinu v potkanech se zjistilo, že začíná již v žaludku. 
Avšak jeho glykosidy v žaludku nepodléhaly ani absorpci, ani hydrolýze.
61
 V další studii 
na potkanech se prokázalo, že rutin ve srovnání s quercetinem není absorbován 
ani v tenkém střevě, a že je tudíž absorbován až v tlustém střevě zdejší mikroflórou.
62
 
Jiného názoru však byly skupiny, které ve svých studiích, na základě zjištěné inhibice 
přenosu glukosy pomocí přenašeče SGLT1 za přítomnosti glykosidu quercetinu, tvrdí, 
že glykosidy quercetinu se absorbují již v tenkém střevě prostřednictvím tohoto 
přenašeče.
63,64,65
 Tyto závěry byly ale zpochybněny myšlenkou, že substráty inhibující 
SGLT1 by také mohly inhibovat phlorisinovou laktasu.
66
 Tato hypotéza byla poté 
potvrzena ve studii Kotra a Daniela, kteří dokázali, že ani glykosidy ani aglykony nejsou 
substrátem pro přenos pomocí SGLT1.
67
 Glykosidy by ale mohly být přenášeny pomocí 
přenašeče MRP2. Walgren se spolupracovníky prokázali přenos glykosidu quercetinu 







 Stejně jako ostatní flavonoidy rutin a jeho aglykony vykazují antioxidační účinky. 
Bylo prokázáno, že isoquercitrin snižuje negativní dopad peroxidu vodíku na RGC–5 
buňky, a tím zvyšuje i jejich životaschopnost. Navíc je schopen snižovat vznik reaktivních 
kyslíkových radikálů a s tím související vyčerpání glutathionu.
69
 Peroxid vodíku negativně 
ovlivňuje i funkce mitochondrií. Quercetin mitochondrie chrání, a tím zabraňuje vzniku 
oxidativního stresu v RPE (sítnicové pigmentové epiteliální buňky).
70,71
 
 Rutin a isoquercitrin prokazatelně inhibují acetylcholinesterasu, která katalyzuje 
hydrolýzu acetylcholinu. Inhibice acetylcholinesterasy zmírňuje depresi, která je i jedním 
ze symptomů Alzheimrovy choroby.
72
 
 Quercetin také pomáhá v léčbě hypertenze vzniklé z různých příčin, a to díky svým 
různorodým účinkům. Quercetin působí přímo na vazodilataci, interaguje s reaktivními 
formami kyslíku (ROS) a také ovlivňuje renální funkce snížením exprese epiteliálního 
kanálu pro sodíkové ionty.
73,74
 
 Dalším současným velice častým onemocněním je hyperlipidemie a s tím 
související atherosklerosa. Quercetin snižuje množství cholesterolu v krvi potkanů 
s vysokým příjmem tuku a také zabraňuje vzniku aterosklerosy.
75
 
 Quercetin je rovněž významným protizánětlivým činidlem. Quercetin 
a isoquercitrin potlačují eozinofilní zánět, mohly by tudíž být využity při léčbě astmatu 
a alergie.
76
 Isoquercitrin je schopen inhibovat stimulovanou degranulaci v RBL–2H3 
buňkách (buňky užívané jako model degranulace žírných buněk), čímž pomáhá léčbě 
symptomů alergie.
77
 Také snižuje odpověď na leukotrienem D4 a karbacholem 
indukovanou kontrakci. Toto snížení by mohlo být také užitečné při léčbě astmatu.
78
  
 Quercetin dokáže in vitro inhibovat lipopolysacharidy indukovanou produkci oxidu 
dusnatého a prostaglandinu E2 snížením exprese proteinů iNOS (indukovatelná syntasa 
oxidu dusnatého) a cyklooxygenasy–2. In vivo byl prokázán jen pokles oxidu dusnatého. 
Oxid dusnatý a prostaglandin E2 jsou látky uvolňované při zánětu.
79
 
 Quercetin vykazuje i protinádorové účinky. Je schopen inhibovat expresi 
androidního receptoru, a tím snižovat riziko vzniku rakoviny prostaty.
80
 Také reguluje 
aktivitu P–glykoproteinu a snižuje expresi ABCB1. ABC transportéry, mezi něž patří       
i P–glykoprotein, jsou zodpovědné za rezistenci tumorů vůči chemoterapii.
81
   
 Na Salmonella enteritidis a Bacillus cereus bylo prokázáno, že quercitrin 
a quercetin působí i antibakteriálně. Navíc, pokud se zkombinují různé flavonoidy, projeví 
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se jejich inhibice ještě ve větším měřítku.
82
 Ke stejnému závěru (synergistický efekt) došli 




4 Experimentální část  
 
4.1 Použité chemikálie  
 Acetonitril J.T.Baker, Nizození 
 Biotin Sigma–Aldrich, USA 
 Ethylacetát Merck, DE 
 Hesperidin Senn Chemical ,CH 
 Hydroxid sodný Chemapol, CZ 
 Kryokonzerva P.pastoris produkující  Mikrobiologický ústav, AVČR 
α–L–rhamnosidasu 
 Kyselina mravenčí Merck, DE 
 Methanol Lach:ner, CZ 
 Naringin Senn Chemicals, CH 
 p–Nitrofenol Lachema, CZ 
 p–Nitrofenyl–α–L–rhamnopyranosid Sigma–Aldrich, USA 
 Uhličitan sodný Chemapol, CZ 
 Rutin Alchimica  
 Silikagel 60 Merck, DE  
 YNB (Yeast Nitrogen Base) Sigma–Aldrich, USA 
 
4.2 Přístroje  
 Analytické váhy Precisa, CH 
 Automatické pipety Eppendorf Eppendorf, DE 
 Biohazard flow box – JOUNAN MSC 9 Jounan–Bio Omega, FR 
 Centrifuga Labnet, CZ 
 Centrifuga – Beckman J2–21 Beckman Instruments. Inc., USA 
 Horkovzdušná pistole Steinel, DE 
 HPLC systém – Shimadzu Prominence Shimadzu, JP 
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 Monolitická HPLC kolona Chromolith  Merck, DE 
Perfomance, RP–18e, 100 x 3 mm 
 Lyofilizátor Lyovac Leybold Vakuum, DE 
 Magnetická míchačka Laboratorní přístroje Praha, CZ 
 Spektrofotometr – Shimadzu UV–1202 Shimadzu, JP 
 Thermomixer Comfort Eppendorf, DE 
 Třepačka Lab–Shaker Adolf Kuhner AG, DE 
 Třepačka – IKA KS400 i control Schoeller 
 Vakuová pumpa Waters, USA  
 Vakuová odparka Büchi, DE 
 Vortex – IKA–VERK VF 2 Janke&Kunkel, DE 
 
4.3 Metody  
 
4.3.1 Příprava enzymu 
 Kryokonzervy P.pastoris produkující α–L–rhamnosidasu byly připraveny 




 Bylo připraveno médium pro zaočkování z kryokonzervy. Do třílitrové baňky bylo 
odměřeno 700 ml destilované vody. Po sterilizaci bylo do baňky za sterilních podmínek 
přidáno 100 ml glycerolu, 100 ml 1M draselno–fosfátového pufru, 100 ml YNB  a 2 ml 
biotinu. Do media bylo poté očkováno 200 μl z kryokonzervy. Kultura byla kultivována při 
28 °C do OD600nm>2, poté byla centrifugována ve sterilních kyvetách při 4000 rpm a 20 °C 
15 minut. Mezitím bylo připraveno médium pro kultivaci. Do jednolitrové baňky bylo 
odměřeno 140 ml destilované vody. Po sterilizaci bylo do baňky za sterilních podmínek 
přidáno 20 ml 5% methanolu (sterilizován filtrací), 20 ml 1M draselno–fosfátového pufru, 
20 ml YNB a 400 μl biotinu. Pelet byl sterilně resuspendován do připraveného média 
a poté třepán při 28 °C a 220 rpm. Následující dny byl každý den do média sterilně přidán 
1 ml 100% methanolu do té doby, než byla naměřena dostatečná aktivita (přibližně 5U/ml, 
3. den kultivace). Poté byla kultura centrifugována ve sterilních kyvetách při 4000 rpm 




4.3.2 Měření aktivity α–L–rhamnosidasy 
 Aktivita α–L–rhamnosidasy byla měřena spektrofotometricky za použití 
chromogenního substrátu p–nitrophenyl–α–L–rhamnopyranosidu (viz reakce na obr. 4.1). 
Naměřená absorbance byla přímo úměrná koncentraci p–nitrophenylu, a to v jeho 
absorpčním maximu (420 nm)
84
. Pro měření byla zkonstruována kalibrační křivka 
závislosti absorbance p–nitrophenolu na jeho koncentraci (0 – 2 mM) při 420 nm. Tato 
kalibrace byla poté použita na výpočet aktivity enzymu. 
 Pro měření byla připravena reakční směs obsahující 30 μl enzymového roztoku, 
10 μl pufru (50mM citrát–fosfát pufr, pH=6) a 10 μl substrátu. Slepý vzorek byl 
připraven ze 40 μl pufru a 10 μl substrátu. Reakce probíhala 10 minut při 35 °C a 750 rpm. 
Poté byla zastavena přidáním 1 ml 0,1M uhličitanu sodného a změřena spektrofotometrem 





































a koncentrace katalytické aktivity enzymu (U/ml) 
A absorbance roztoku při 420 nm 
k kalibrační konstanta 
Vvz objem vzorku (ml) 
Vcelk celkový objem roztoku (ml)  
t doba reakce (min)  
f faktor zředění 
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 Koncentrace katalytické aktivity enzymu odpovídá aktivitě enzymu vztažené 
na jednotku objemu. Jednotkou aktivity enzymu je unit (U), který je definován jako 
množství enzymu, které přemění za definovaných podmínek 1 μmol substrátu za 1 minutu. 
 
4.3.3 Rekrystalizace hesperidinu 
 5 g hesperidinu (po rozetření v třecí misce) byl rozpuštěn v 1 litru ethanolu 
a pod zpětným chladičem byla směs přivedena k varu. Po asi 30 minutách byl var ukončen 
a směs byla přefiltrována. Přefiltrovaný roztok byl ponechán k vychladnutí při laboratorní 
teplotě do druhého dne. Utvořené krystaly byly přefiltrovány a po vysušení použity 
v reakci s α–L–rhamnosidasou. 
 
4.3.4 Reakce substrátů s α--L–rhamnosidasou 
 Objem enzymu byl rozdělen na dvě poloviny. V první části bylo pH upraveno 
pomocí NaOH na pH=6, v druhé na pH=8. Byla změřena koncentrace katalytické aktivity 
v obou roztocích a upravena destilovanou vodou na koncentraci 3,5 U/ml. 
 Na analytických vahách bylo naváženo příslušné množství rutinu, hesperidinu 
a naringinu, tak aby jejich koncentrace odpovídala 2 g/l, 5 g/l a 10 g/l ve 20 ml roztoku 
enzymu. Celkem tedy 6 navážek pro každý substrát (2 různé pH a 3 různé koncentrace). 
Do baněk se vzorky bylo přidáno 20 ml roztoku enzymu a následně byly umístěny 
na třepačku (50 °C, 220 rpm).   
 Během 24 hodin bylo každou hodinu odebíráno 100 μl z každé reakce 
do mikrozkumavek a reakce byla zastavena varem na 3 min při 99 °C. Následně byly 
uchovávány v mrazáku. Po posledním odběru (tj. 24. hodina) byla reakční směs povařena, 
zamražena tekutým dusíkem a následně lyofilizována.  
 
4.3.5 TLC (Thin Layer Chromatography) 
 Ke sledování průběhu reakce byla použita metoda TLC. Jako mobilní fáze byla 
použita směs – ethylacetát/kys. mravenčí/dest. voda = 9/0,5/0,5 (v/v/v). Vzorky na destičce 
byly poté detegovány pod UV světlem a následně smočením v 5% ethanolovém roztoku 




4.3.6 HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 
  Vzorky byly před použitím HPLC upraveny dle následujícího postupu. Nejdříve 
byly zředěny methanolem (viz tab. 4.1, 4.2, 4.3) a poté byly centrifugovány při 4 °C 
a 13500 rpm 5 minut. Do HPLC vialek byla pomocí pipety přenesena horní vrstva.  
 
Tab. 4.1| Ředění vzorků hesperidinu pro různé koncentrace a pH 
Hesperidin 
  2 g/l 5 g/l 10 g/l 
pH 6 5x 10x 20x 
pH 8 4x 7x 12x 
 
Tab. 4.2| Ředění vzorků naringinu pro různé koncentrace a pH 
Naringin 
  2 g/l 5 g/l 10 g/l 
pH 6 5x 10x 20x 
pH 8 15x 30x 60x 
 
Tab. 4.3| Ředění vzorků rutinu pro různé koncentrace a pH 
Rutin 
  2 g/l 5 g/l 10 g/l 
pH 6 10x 10x 20x 
pH 8 10x 10x 20x 
 
 Stacionární fází byla reverzní monolitická C18 kolona na bázi silikagelu 
Chromolith Performance (100 × 3 mm). Pro eluci analytů byla použita binární mobilní 
fáze, složka A (acetonitril/voda/kyselina mravenčí (5/95/0,1, v/v/v), složka B 
(acetonitril/voda/kyselina mravenčí (80/20/0,1, v/v/v). Před použitím byla mobilní fáze  
přefiltrována přes 0,45μm filtr za použití vakuové pumpy. 
 Vzorky byly analyzovány metodou HPLC s gradientovou elucí s DAD (200- 400 
nm) detekcí  (extrahován signál detektoru 283 nm u vzorků hesperidinu a naringinu a 360 
nm u rutinu). Průběh gradientu pro hesperidin a naringin : 0 – 2 min 100% A; 2 – 5 min     
0 – 60% B; 5 – 5,1 min 60% B; 5,1 – 6,1 min 60 – 0% B; 6,1 – 7,5 min 0% B, pro rutin: 




4.3.7 Sloupcová chromatografie na silikagelu (tzv. „flash“ chromatografie) 
 Vybrané lyofilizované vzorky (hesperidin o koncentraci 5 g/l a pH=6, naringin 
o koncentraci 5 g/l a pH=8) byly preparativně přečištěny na koloně se silikagelem. Jako 
mobilní fáze byla použita směs – ethylacetát/kys. mravenčí/dest. voda = 9/0,5/0,5 (v/v/v). 
Po přečištění byly roztoky odpařeny do sucha na vakuové odparce. 
 
4.3.8 Lyofilizace 
 Vodné roztoky vzorků byly zamraženy tekutým dusíkem a poté lyofilizovány 
na přístroji Lyovac. 
 
4.3.9 NMR (Nuclear Magnetic Resonance) a MS (Mass Spectrometry) 
 K potvrzení struktury byly izolované a lyofilizované vzorky analyzovány pomocí 
NMR a MS (viz příloha č.1) RNDr. Helenou Pelantovou a Doc. Miroslavem Šulcem. 
 
5 Výsledky  
 
5.1 Hesperidin 
 Z počátku hydrolýza hesperidinu (obr. 5.1) dosahovala pouze 70%. Substrát byl 
proto přečištěn na koloně se silikagelem, ani poté však konverze nedosáhla 100% 
a ani na základě dat získaných z HPLC se nepotvrdila čistota hesperidinu. Hesperidin byl 
tudíž přečištěn rekrystalizací z ethanolu. Z časových důvodů nebylo možno naměřit data 
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Obr. 5.2| HPLC chromatogram reakce hesperidinu (4. hodina, koncentrace 5 g/l, pH=8)   
    viz metoda 4.3.6 
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 Hydrolýza naringinu  (obr. 5.4) proběhla se 100% účinností. Jak je vidět v grafu 








































Obr. 5.5| HPLC chromatogram reakce naringinu (2. hodina, koncentrace 10 g/l, pH=8)    
     viz metoda 4.3.6 











 Reakce rutinu s α–L–rhamnosidasou (obr. 5.7) proběhla také ze 100%. Z grafu 
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Obr. 5.8| HPLC chromatogram reakce rutinu (1. hodina, koncentrace 2 g/l, pH=6)   
     viz metoda 4.3.6 
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 Použitá rekombinantní α–L–rhamnosidasa dokáže derhamnosylovat všechny 
zkoumané substráty – hesperidin, naringin i rutin. Jediným substrátem, který nebyl 
hydrolyzován ze 100%, je hesperidin. Komerční substrát nebyl dostatečně čistý, byl proto 
přečištěn na koloně se silikagelem, ale ani poté nebyla čistota dostatečná. Z tohoto důvodu 
ho bylo třeba překrystalizovat z ethanolu. Z časových důvodů ještě nebylo možno data pro 
překrystalizovaný hesperidin naměřit. Pokud by ale ani konverze překrystalizovaného 
hesperidinu nedosáhla 100%, dalo by se uvažovat i o preferenci α–L–rhamnosidasy 










Obr. 6.1| Optické izomery hesperidinu 
 
 I přes neschopnost použité α–L–rhamnosidasy dosáhnout 100% konverze 
u hesperidinu se dá tento substrát považovat za nejvhodnější (po 1 hodině bylo dosaženo 
90% konverze). Nejnižší specifitu měla α–L–rhamnosidasa k naringinu. Je to nejspíše dáno 
tím, že použitá α–L–rhamnosidasa lépe hydrolyzuje α–1,6 vazbu a rhamnosa v naringinu je 
vázána s glukosou α–1,2 vazbou. 
 Ze všech tří substrátů se u naringinu nejvíce projevoval rozdíl „kvality“ hydrolýzy 
použití různých koncentrací a pH. Zatímco při pH=6 a koncentraci 2 g/l bylo konvertováno 
skoro 90% naringinu již po 1 hodině, při stejném pH ale koncentraci 10 g/l to bylo 
necelých 40% a při pH=8 a koncentraci 10 g/l dokonce jen 25%. Hydrolýza hesperidinu se 
výrazně nelišila v závislosti na pH reakce a koncentraci substrátu. U rutinu se koncentrační 
rozdíly při pH=6 také na hydrolýze příliš neprojevovaly. Při pH=8 však byly tyto rozdíly 































 Předpoklad, že vhodnější pH bude pH=8, díky vyšší rozpustnosti substrátů 
ve více alkalickém prostředí, se tedy nepotvrdil. Vhodnějším pH se ukázalo být pH=6, ale 
rozdíl nebyl příliš výrazný. I když byly koncentrace katalytické aktivity enzymu zpočátku 




 Cílem této bakalářské práce bylo vypracovat rešerši o základních informacích         
o α–L–rhamnosidase a vybraných flavonoidech (hesperidin, naringin, rutin) a dále zjistit 
substrátovou specifitu rekombinantní α–L–rhamnosidasy. Jako substráty byly použity 
hesperidin, naringin a rutin. 
 Nejvyšší specifitu měla α–L–rhamnosidasa k hesperidinu, nejhorším substrátem byl 
naringin. U hesperidinu se z časových důvodů nepodařilo upravit podmínky reakce, 
aby proběhla se 100% účinností. U ostatních substrátů (naringin, rutin) bylo 
dosaženo během 24 hodin 100% konverze. 
 Z použitých pH bylo lepší pH=6, ale rozdíl mezi pH nebyl výrazný. 
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Přístroj: Bruker Avance III  600 MHz (600.23 MHz pro 
1










C, gCOSY, gHSQC, gHMBC. 
 
Tab. 9.1|NMR data hesperetin-glc 
Atom  m.  nH m. J[Hz] 
HMBC 







1 d 7.IV   
2 74.97 D 3.46
a
 1 m 
 
1 w 
3 78.12 D 3.48
a
 1 m 
 
1 
4 71.50 D 3.42
a
 1 m 
 
6u, 6d 
5 78.57 D 3.48
a
 1 m 
 
1, 6u, 6d 
w 
6 62.66 T 
3.903, 
3.899 


















3.146 1 dd 17.2, 12.4 
2‘ w 2.815, 
2.804 
1 dd 17.2, 3.1 
4‘ 198.68 S - 
   
2‘, 3’u, 






   









6‘ 98.36 D 
6.215, 
6.213 





   

























D 6.984 1 d 1.IX 2‘, 5“, 6“ 
3“ 148.12 S - 
   
2“, 5“, 6“ 
4“ 149.75 S - 
   
2“, 5“, 6“, 
OMe 




D 6.939 1 dd 8.3, 1.9 2‘, 2“, 5“ 
OMe 56.80 Q 3.888 3 s     
a
    odečet z HSQC  
s – singlet, d – dublet, dd – dublet dubletů, m – multiplet, J – interakční konstanta 
 
Poměr diastereomerů je cca 3:2 


























Přístroj: Bruker Avance III  600 MHz (600.23 MHz pro 
1












Tab. 9.2|NMR data pruninu 
Atom  m.  nH m. J[Hz] HMBC 










 1 m    
3 78.13 D 3.47
a










 1 m  1, 4, 6u, 
6d w 
6 62.68 T 3.897, 
3.898 
1 dd 12.2, 2.3 4 w 










1 dd 17.2, 12.8   
2.784, 
2.792 
1 dd 17.2, 3.0 
4‘ 198.87 S - 0   2‘, 3’u, 
3’d, 6‘ w 
4a‘ 105.25, 
105.27 
S - 0   3’u, 6‘, 8‘ 
5‘ 165.23, 
165.27 





1 d 2.I 8‘ 
7‘ 167.29, 
167.36 





1 d 2.I 6‘ 
8a’ 164.91, 
164.92 
S - 0   2‘ w, 8‘ 
1“ 131.14, 
131.18 




D 7.343 2 d 1.IX 2‘, 2“ 
3“ 116.67, 
116.68 
D 6.844 2   2“, 3“ 
4“ 159.39, 
159.40 
S - 0     2“, 3“ 
a
    odečet z HSQC  
d – dublet, dd – dublet dubletů, m – multiplet, J – interakční konstanta 
 
Poměr obou diastereomerů je cca 1:1 
































Přístroj: Varian Mercury-300 (300.07 MHz for 
1








Literatura: 1.  M. Bouktaib, A. Atmani, Ch. Rolando Tetrahedron Lett. 2002, 43, 6263-
6266 
NMR data porovnána (300.07 MHz pro 
1
H, 75.45 MHz pro 
13





Tab. 9.3|NMR data isoquercitrinu 
Atom  
 m.  
 nH m. J[Hz] 
2 159.28 159.00 S - - 0 
 
  
3 135.90 135.65 S - - 0 
 
  
4 179.73 179.41 S - - 0 
 
  
5 163.30 162.93 S - - 0 
 
  
6 100.28 99.98 D 6.376 VI.33 1 d 2.0 
7 166.59 165.91 S - - 0 
 
  
8 95.08 94.75 D 6.188 VI.15 1 d 2.0 
9 158.76 158.37 S - - 0 
 
  
10 105.88 105.67 S - - 0 
 
  
1‘ 123.35 123.04 S - - 0 
 
  
2‘ 117.85 117.62 D 7.710 VII.70 1 d 2.0 





4‘ 150.15 149.81 S - - 0 
 
  
5‘ 116.30 116.00 D 6.865 VI.75 1 d 8.VIII 
6‘ 123.49 123.23 D 7.580 VII.57 1 dd 8.8, 2.0 
1‘‘ 104.64 104.32 D 5.239 V.23 1 d 7.V 





1 m   
3‘‘ 78.66 78.34 D 1 m   
4‘‘ 71.49 71.19 D 1 m   
5‘‘ 78.40 78.10 D 1 m   
6‘‘ 62.83 62.55 T 
3.578 1 dd 11.8, 5.4 
3.718 1 dd 11.8, 2.4 
a
   lit.
1 
d – dublet, dd – dublet dubletů, m – multiplet, J – interakční konstanta 
 
